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NOUVEAUX POLYPEPTIDES ASSOCIES A PES RECEPTEURS 
ACTIVATEURS ET LEURS APPLICATIONS BIOLOGIOUES 

L'invention porte sur de nouveaux polypeptides particuliers capables de 
5 transduire un signal provenant d'lrn recepteur activateur pour des molecules du 
CMH de classe I, fonctionnant en tant que recepteur autonome ou en tant que 
co-recepteur, et d*un KAR (Killer-cell Activatory Receptor) en particulier, sur 
les anticorps obtenus a partir desdits polypeptides servant d'immunogenes, et 
sur les acides nucleiques correspondant auxdits polypeptides. 
10 L'invention porte egalement sur les procedes d*obtention de tels 

polypeptides et sur les applications biologiques, plus particulierement, 
preventives, therapeutiques et diagnostiques, desdits polypeptides, anticorps et 
acides nucleiques. 

15 Pour maintenir la coherence et assurer Tintegrite de Forgamsme, le 

systeme immunitaire doit mettre en jeu un systeme coordonne de 
communications intercellulaires. 

Differents types de recepteurs interviennent dans ces communications. 
Trois d'entre eux, a savoir les recepteurs pour Tantigene des lymphocytes B 

20 (BCR), les recepteurs pour I'antigene des lymphocytes T (TCR) et les 
recepteurs reconnaissant la portion Fc des anticorps (RFc), sont maintenant bien 
decrits et leurs differentes structures relativement bien connues. 

D'autres recepteurs qui ne sont ni recepteurs pour antigenes, ni recepteurs 
pour anticorps ont ete decrits mais leurs structures et mecanismes d'action sont 

25 encore mal connus. 
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n s'agit de recepteurs pour des molecules du CMH (Complexe Majeur 
dTffistocompatibilite) tels que les KARs {Killer cell Activatory Receptors) et 
leur contrepaitie inhibitrice, les KIRs {Killer cell Inhibitory Receptors). 

KARs et KIRs ne sont pas limites aux cellules NK : ils sont egalement 
5 naturellement exprimes par des cellules T. 

Les KARs sont hautement homologues aux KERs (jusqu'a 96% 
dTiomologie entre KARs et KIRs au niveau extracytoplasmique). 

KARs et KIRs n'assurent cependant pas les memes fonctions : les KIRs 
sont impUques dans le controle negatif (inhibiteur) de I'activation des cellules 
10 NK et T, alors que les KARs sont impliques dans le controle positif 
(stimulateur) de T activation des cellules NK et T. 

Des differences majeures au niveau des domaines trans- et 
intracytoplasmiques ont pu etre mises en evidence entre isoforme activatrice 
(KAR) et isoforme inhibitrice (KIR). 
15 En effet, contrairement aux KIRs, les KARs expriment un residu acide 

amine charge (lysine) dans leur domaine transmembranaire et ne contiennent 
aucun motif ITIM (motif d'inhibition de recepteur basee sur residu(s) tyrosine) 
dans leur domaine intracytoplasmique. Les recepteurs monomeriques KARs ne 
contiennent pour autant pas de motif ITAM (motif deactivation 
20 d'immunorecepteur basee sur residu(s) tyrosine). 

La situation observee pour les KARs, recepteurs activateurs pour les 
molecules du CMH et membres de la IgSF (superfamille des 
immunoglobulines), a savoir recepteur activateur, contrepartie d'un recepteur 
inhibiteur a ITIM, ne presentant lui-meme ni ITIM, ni ITAM mais presentant 
25 un acide amine charge (lysine, arginine, acide aspartique, acide glutamique) 
transmembranaire, peut etre observee pour d*autres types de recepteurs. II en est 
ainsi des recepteurs activateurs (ou a tout le moins non inhibiteurs) pour les 
molecules du CMH, tels que NKG2C/D (qui est du type lectine et dont la 




contrepartie inhibitrice est NKG2A/B), mais aussi pour d'autres recepteurs non 
inhibiteurs, tels que SERP p et ELT 1, dont les ligands sont encore inconnus et 
qui ont ete decrits notamment sur des cellules non-hematopoietiques. 

Les KARs peuvent fonctionner en tant que recepteurs autonomes pour les 
5 molecules du CMH de classe I. On sait ainsi que I'engagement des KARs avec 
des molecules du CMH de classe I exprimees sur la surface de cellules cibles, 
initie les programmes deactivation lymphocytaires tel qu'il a ete etabli du fait de 
la mobilisation du Ca^^ intracytoplasmique et de Tinduction de la lyse des 
cellules cibles. 

10 Outre leurs fonctions de recepteurs autonomes pour des molecules du 

CMH, les KARs peuvent egalement assurer des fonctions co-receptrices pour 
des recepteurs TCR et RFc (Mandelboim O. et aL, 1996, Science 274:2097 ; 
Cambiaggi A. et aL, 1996, Blood 57:2369). 

En effet, lors de la reconnaissance de fragments constants (Fc) 

15 dM'mmunoglobulines G (IgG) par des recepteurs tels que CD 16 (RFcyDT), et 
lors de la reconnaissance d'antigenes par le complexe CD3/TCR restreint par 
des molecules du CMH de classe I ou II, les KARs peuvent jouer le role de co- 
recepteurs et ainsi augmenter Tintensite de la reponse cellulaire, en particulier 
face a de petites quantites d'antigenes, maintenir la reponse cellulaire dans le 

20 temps, et egalement cooperer a la stimulation de la proliferation cellulaire. 

Les KARs participent done a la regulation du systeme immunitaire non 
seulement en "auto-reaction" face a des proteines endogenes, c'est-a-dire 
synthetisees par la ceUule presentatrice (telles que proteines issues d*agents 
pathogenes, virus, bacteries, parasites mais se multipliant a Finterieur de 

25 cellules-hotes) mais egalement en "allo-reaction" face a des proteines exogenes 
et face a des anticorps liberes dans Torganisme. 



Le role des KARs, naturellement exprimes sur des sous-populations 
lymphocytaires NK et T, n'est done pas restreint par leurs ligands propres, a 
savoir les molecules du CMH de classe I, mais s'etend a Tequilibre du systeme 
immunitaire de maniere generale. 

Le fonctionnement des KARs naturellement exprimes influe ainsi sur la 
proliferation de cellules NK et T, la production par de telles cellules de 
substances de type cytokines, la lyse de cellules cibles telles que cellules 
autologues deleteres, malignes ou infectees par des virus, cellules allogeniques, 
mais aussi sur la tolerance du systeme immunitaire face a certains antigenes. 

Tout non- ou dys-fonctionnement des KARs pent done conduire a 
differentes pathologies ou reactions indesirees, toutes liees au fonctionnement 
du systeme immunitaire, telles que maladies d'immuno-deficience, maladies 
auto-immunes (e.g. sclerose en plaque), tumeurs, infections virales, 
bacteriennes, parasitaires, allergies, rejets de greflfe, II a, par exemple, ete 
montre que si Thomme ne presente en moyenne que moins de 10% de 
lymphocytes exprimant des KARs, la quasi-totalite des lymphocytes de patients 
attaints de LDGL (maladie lymphoproliferative des lymphocytes granulaires) 
exprime des KARs. 

Des moyens permettant de diagnostiquer un fonctionnement anormal ou 
non desire de recepteurs activateurs pour des molecules du CMH de classe I 
tels que les KARs et d'en controler le fonctionnement ont deja ete decrits par 
les inventeurs dans la demande FR97/0541 1 du 30 avril 1997. 
La demande FR97/05411 avait pour objet de nouveaux polypeptides qui sont 
necessaires a la transduction d'un signal provenant d'un KAR, ainsi que les 
anticorps et acides nucleiques obtenus a partir desdits nouveaux polypeptides 
selon la demande FR97/0541 1. 

La demande avait egalement pour objet un procede d'obtention desdits 
nouveaux polypeptides ainsi que leurs applications biologiques. 



Les polypeptides selon la demande FR97/05411 sont caracterises en ce qu'ils 
sont tels qu'obtenus : 

i. par immunoprecipitation d'lme ou plusieurs fraction(s) 
polypeptidique(s) de lysats de cellules NK et/ou T a I'aide d'un ou plusieurs 
anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD 158, anti- 
p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement I'anticorps monoclonal EB6, 
GL183 ou PAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a I'aide 
d'anticorps anti-CD3 et/ou asitir6c£RIy, et/ou etre a nouveau precipitee a I'aide 
d'un ou plusieurs anticorps antErKER et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
CD 158, aiiti-p70/NKBl, antitpl40, et plus particulierement I'anticorps 
monoclonal EB6, GL183 ottPAX250, 

iii. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poiilamoleculaire, et recuperation des polypeptides 
correspondant a un poids moleculfflj-e de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite 
(lesdites) fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperation des 
polypeptides correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa 
environ. Le test kinase peut etre realisee tel que ci-apres decrit dans les 
exemples (cf. materiel et methodes de I'exemple 1 ci-apres). 

De tels polypeptides peuvent egalement etre obtenus, apres sequen9age, 
par synthese chimique ou a I'aide des techniques d'ADN recombinant. 

Les polypeptides selon la demande FR97/05411 comprerment egalement 
les homologies de tels polypeptides, tels qu'obtenus par deletion, insertion, 
inversion ou substitution conservatrice d'acides amines, et les fragments de tels 



polypeptides, tels qu'obtenus par hydrolyse desdits polypeptides a Taide de 
proteases, lesdits homologues on fragments etant capables de transduire un 
signal provenant d'un KAR. 

Lesdits peptides, ci-apres appeles KARAPs {KAR-Associated Proteins), 
sont necessaires a la transduction de signaux provenant de recepteurs 
activateurs, les KARs, qui ne presentent ni ITEM ni ITAM intracytoplasmiques 
mais qui presentent un residu acide amine transmembranaire. 

Dans une forme de realisation selon la demande FR97/05411, lesdits 
polypeptides se presentent sous la foraie de dimeres lies par un pont disulfure ; 
ils s'associent de maniere selective et non covalente a des KARs qui 
fonctionnent, soit en tant qix^ lecepteurs autonomes pour des molecules du 
CMH de classe I, soit en tant qpie co-recepteurs du TCR ou d'un RFc tel que 
CD16. 

Les polypeptides selon la demande FR97/05411 peuvent etre 
phosphoryles au niveau d'auflMmsun residu tyrosine et/ou d'au moins un residu 
serine, ou etre non phosphoryles. 

Les polypeptides selon la demande FR97/054 1 1 sont capables de se her a 
une molecule a domaine SH2 tdfte que ZAP-70, p72^^ p56^^^ p59^, p60^>^, 
Grb-2, pp^^^^ PLC-al, p85 kinase). She, ou a une molecule a domaine 
PTB {PhosphoTyrosine Binding), telle que She. Une telle haison pent etre 
observee par incubation de polypeptides selon la demande FR97/05411 avec 
des molecules a domaine SH2 ou PTB et mesure de la resonance de plasmons 
(Olcese et al 1996, The Joumal of hnmunology 156:4531-4534). 

Selon une disposition avantageuse, les polypeptides selon la demande 
FR97/05411 sont modifies par glycosylation, phosphorylation, sulfonation, 
biotinylation, acylation, esterrffcation, ou par addition, substitution, suppression 
d'entites de forme moleculaire proche de celle des groupes phosphate, telles 
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que le phosphonate, par addition de reactifs de marquage tels que la luciferase, 
la GFP {Green Fluorescence Protein), par addition de cibles de purification 
telles qu'un ligand d'affinite, par addition d'entites modifiant sa solubilite. De 
maniere particulierement avantageuse, les polypeptides selon la demande 
5 FR97/05411 sont modifies de maniere a etre non hydrolysables dans des 
conditions biologiques. 

Selon une autre disposition avantageuse decrite dans la demande 
FR97/05411, les polypeptides de I'invention, ou leurs fragments ou homologues, 
sont capables de traverser une membrane cellulaire, c'est-a-dire une bicouche 
10 lipidique. 

Ladite demande FR97/05411 visait egalement les anticorps et fragments 
de tels anticorps, en particulier fragment Fc, Fv, Fab, F(ab)'2, obtenus par 
immunogenese a partir d'un polypeptide selon la demande FR97/05411 ou a 
partir d'un fragment ou homologue d'un tel polypeptide. 

15 De tels anticorps sont obtenus par immunisation d'animaux, tels que 

lapins et souris, centre des polypeptides selon la demande FR97/05411 tels 
qu'obtenus par elution de bandes electrophoretiques, par synthese chimique oil 
par une technique de proteines de fiision solubles (GST), lesdits polypeptides, 
fragments ou homologues etant optionnellement couples a des immunogenes 

20 tels que I'ovalbumine. 

Des anticorps monoclonaux sont alors produits par fiision hybridomale 
des cellules spleniques immunes, criblage et purification des suraageants de 
culture (Kohler et Milstein, 1975, Nature 256, 495-497 ; Antibodies, a 
laboratory manual, 1988, Harlow and David Lane, Ed. Cold Spring Harbor 

25 laboratory). 

A partir de ces anticorps, des dianticorps peuvent efre generes selon des 
procedures standards. 




Ladite demande FR97/05411 visait egalement les acides nucleiques 
comprenant une sequence correspondant a la lecture en cadre ouvert, selon le 
code genetique universel et en tenant compte de la degenerescence dudit code, 
de la sequence en acides amines d'un polypeptide selon la demande 
5 FR97/0541 1 et les variants presentant une homologie superieure ou egale a 60% 
avec de tels acides nucleiques et etant capables de coder pour une molecule 
transductrice d'un signal activateur provenant dun KAR. 

Ladite demande FT197/05411 visait egalement un procede d'obtention 
d'un polypeptide selon la demande FRy97/05411 comprenant les etapes : 

10 i. d'immunoprecipiter une ou plusieurs fraction(s) polypeptidique(s) 

de lysats de cellules NK et/ou T a Taide d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR 
et/ou anti-KAR, tel(s) qn'un anticorps anti-CD 15 8, anti-p70/NKBl, anti-pl40, 
et plus particulierement I'anticorps monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

ii. cfiaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 

15 avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a Taide 
d'anticorps anti-CD3 et/ou anti-FceRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a I'aide 
d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
CD158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement Tanticorps 
monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

20 iii.de separer les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 

polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire et recuperer les polypeptides 
correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

de separer les polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite 

25 (lesdites) fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperer les 
polypeptides correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa 
environ. 
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Ladite demande FR97/05411 concemait egalement une composition 
pharmaceutique comprenant, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement incite, une quantite efficace dau moins un polypeptide 
selon la demande FR97/0541 1 ou de fragments d'un tel polypeptide, dau moins 
5 un anticorps selon la demande FR97/05411 ou de fragments dun tel anticorps, 
ou dau moins un acide nucleique selon la demande FR97/0541 1 ou de variants 
dun tel acide nucleique. 

L'utilisation desdits anticorps et acides nucleiques, en tant qu'agents de 
diagnostic, entrait egalement dans le champ de ladite demande FR97/0541 1. 
10 La composition phamiaceutique selon ladite la demande FR97/05411 

pent etre foraiulee sous foraie solide, liquide ou sous fomie d'une suspension, 
pour une administration orale, parenterale, topique, intravaginale, intrarectale ou 
pour une inhalation orale et/ou nasale. 

Ladite composition pharmaceutique selon la demande FR97/05411 est 
1 5 destinee a. moduler Tactivite dun KAR. Pour stimuler Tactivite dun KAR, ladite 
composition pharmaceutique comprendra des agents facihtant la transduction du 
signal provenant dudit KAR, tels que, par exemple, polypeptides ou acides 
nucleiques selon la demande FR97/05411 capables de traverser une bicouche 
hpidique. Pour inhiber Tactivite dun KAR, ladite composition pharmaceutique 
20 comprendra des agents bloquant la transduction des signaux issus dudit KAR 
tels que, par exemple, des fragments danticorps selon la demande FR97/05411 
capables de traverser une bicouche lipidique de maniere a bloquer les KARAPs 
cellulaires, ou des polypeptides phosphoryles ou non, modifies selon la 
demande FR97/05411, par exemple non hydrolysables dans des conditions 
25 biologiques, de maniere a bloquer des proteines a domaine SH2 ou PTB ou 
toute molecule adaptatrice ou effectrice de I'activation dudit KAR. 
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Pour detenniner au niveau d'une cellule si un signal provenant d'un KAR 
est ou non transduit, et pour determiner si un tel signal est stimule ou inhibe, de 
nombreux moyens sont a la disposition de rhomme du metier. Des exemples de 
tels moyens incluent la stimulation dudit KAR par un ligand et la mesure des 
5 cytokines secretees {cf. par exemple, Cambiaggi et aL 1996, Blood 87:2369), de 
la proliferation cellulaire (c/ par exemple Mandelboim et al, 1996, Science 
274:2097), de la cytotoxicity (cf par exemple le test de cytotoxicite redirigee ci- 
apres decrit), de la mobilisation du calcium intracytoplasmique (cf. par exemple 
Blery et aL, 1997, J. Biol. Chem. 272, 8989-8996), et/ou de I'induction de 
10 phosphoralytion (cf par exemple Vivier et al. 1991, J. Immunol. 146:206). 

Ladite demande FR97/05411 visait egalement une methode de diagnostic 
in vitro d'un fonctionnement anormal ou non desire d'une cellule comprenant 
les etapes de : 

- mise en contact d*au moins une cellule, ou un extrait de cellule, avec un 
15 anticorps selon la demande FR97/05411 ou un fragment d'un tel anticorps, ou 

avec un acide nucleique selon la demande FR97/05411 ou un variant d'un tel 
acide nucleique, et de 

- revelation du produit de reaction eventuellement forme. 

L'etape de mise en contact est realisee dans des conditions notamment de 
20 duree, temperature, tampon, le cas echeant de reticulation de gel, permettant 
I'etablissement d'une reaction de type antigene-anticorps par exemple par 
ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbant Assays)^ ou le cas echeant, d'une 
reaction de type hybridation d'acides nucleiques et PCR (amplification en chaine 
par polymerase). 

25 Pour la revelation du produit de reaction eventuellement forme, peuvent 

etre utilises des marqueurs tels que marqueurs fluorescents, enzymatiques, 
radioactifs ou luminescents. 



Ladite methode de diagnostic in vitro selon la demande FR97/054ir 
permet le diagnostic de fonctionnements cellulaires anormaux ou non desires 
pouvant se traduire par une maladie immunoproliferative, une maladie 
d'immunodeficience telle qu'une maladie a VEH, un cancer tel que la maladie 
5 lymphoproliferarive des lymphocytes granulaires, une maladie auto-immuiie 
telle que la polyarthrite rhumatoide, une maladie infectieuse telle que le 
paludisme, une reponse allergique, un rejet de greffe. 

Ladite demande FR97/05411 se rapportait egalement a une mediode 
d*identification de molecules adaptatrices ou effectrices de Tactivation d'un KAR 
10 et une methode d'identification de molecules capables de moduler une activite 
cellulaire resultant de I'activation dun KAR. 

Ladite methode d'identification de molecules adaptatrices ou effectrices 
de Tactivation d'un KAR selon la demande FR97/0541 1 comprend les etapes de 

15 i. mise en contact des. molecules candidates avec des polypeptides selon 

la demande FR97/0541 1 (ouavec des fragments de tels polypeptides), et de 

ii. selection de celles des molecules candidates pour lesquelles une liaison 
auxdits polypeptides (ou auxdits fragments de polypeptides) est observee. 

Les molecules candidates susceptibles d'etre des molecules adaptatrices 
20 ou effectrices de Tactivation dun KAR peuvent etre par exemple choisies parmi 
les molecules a domaine SH2 ou PTB. Elles peuvent se presenter sous forme 
recombinante soluble. 

L'etape de mise en contact pent etre, par exemple, reahsee par couplage 
des molecules candidates, obtenues sous forme recombinante soluble, 
25 susceptibles d'etre des molecules adaptatrices ou effectrices de I'activation d'un 
KAR, a des billes permettant la mesure de la radioactivite telles que billes de 
hquide scintillant, et par passage, sur lesdites billes, de polypeptides selon la 
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demande FR97/0541 1 (ou de fragments de tels polypeptides) sous forme tntiee: 
Sont alors selectiom^ees celles des molecules candidates pour lesquelles une 
liaison auxdits polypeptides ou fragments de polypeptides est observee par 
mesure de la radioactivite (cpm). 
5 L'etape de mise en contact peut egalement etre realisee pac 

immobilisation de polypeptides selon la demande FR97/05411 (ou de fragments 
de tels polypeptides) sur des microsupports permettant la mesure de la 
resonance de plasmons tel que des microsupports BIAcore (Pharmacia) {cf, par 
exemple Olcese et ai^ 1996, The Joiunal of Immunology 156:4531-4534 ; Vely 

10 et aL, Immunology Letters 1996, vol. 54. pl45-150), et par passage, sur lesdits 
microsupports, de molecules candidates susceptibles d'etre des molecules 
adaptatrices ou effectrices de Tactivation d*un KAR. Sont alors selectionnees 
celles des molecules candidates pour lesquelles une haison auxdits polypeptides 
ou fragments de polypeptides est observee par mesure de la resonance de 

15 plasmons (Resonance Unit). 

Cette methode d'identification des molecules adaptatrices ou effectrices 
de Tactivation d'un KAR, quel qu'en soit son mode de realisation, peut 
egalement servir de referentiel dans la mise en oeuvre de la methode 
d'identification de molecules capables de moduler une activite cellulaire 

20 resultant de Tactivation d'un KAR selon la demande FR97/05411 . 

Cette methode d'identification de molecules capables de moduler une 
activite cellulaire resultant de Tactivation d'un KAR, selon la demande 
FR97/0541 1, comprend les etapes de : 

i. mise en contact des molecules candidates avec des molecules 

25 adaptatrices ou effectrices de Tactivation d'un KAR telles qu'obtenues par la 
methode selon la demande FR97/05411 ci-avant decrite et avec des 
polypeptides selon la demande FR97/05411 (ou avec des fragments de tels 
polypeptides), et de 



ii. selection de celles des molecules candidates qui exercent un effet sur la 
liaison entre lesdits polypeptides (ou lesdits fragments de polypeptides) et 
lesdites molecules adaptatrices ou effectrices, telle qu'observee en I'absence 
desdites molecules candidates. 
5 Les molecules candidates susceptibles de moduler une activite cellulaire 

resultant d'un KAR peuvent etre choisies paraii des banques de composes 
naturels ou synthetiques, en particulier pamii des banques chimiques ou 
combinatoires. Lesdites molecules candidates peuvent etre de nature proteique, 
par exemple, (derives ou fragments d'anticorps anti-idiotypes tels que les 

10 anticorps selon la demande FR97/05411, derives ou fragments d'anticorps 
catalytiques), de nature carbonee, lipidique ou nucleique. 

L'etape de mise en contact de la methode d*identification de molecules 
capables de moduler une activite cellulaire resultant de Tactivation d'un KAR, 
selon la demande FR97/05411, pent etre, par exemple, realisee par incubation 

15 desdites molecules candidates avec des polypeptides selon la demande 
FR97/05411 (ou de fragments de tels polypeptides) et avec des molecules 
adaptatrices ou efifectrices de Tactivation d*un KAR, telles qu^obtenues par la 
methode selon la demande FR97/05411, dans des conditions permettant une 
mesure du taux de liaison entre lesdits polypeptides et lesdites molecules 

20 adaptatrices ou efifectrices de Tactivation d'un KAR, par exemple, en se basant 
sur une propriete chimique desdites molecules adaptatrices ou efifectrices a Tetat 
non lie, telle que propriete enzymatique, propriete de phosphorylation ou d'auto- 
phosphorylation. 

L'etape de mise en contact de la methode d*identification de molecules 
25 capables de moduler une activite cellulaire resultant de Factivation d'un KAR, 
selon la demande FR97/0541 1, pent egalement etre realisee par mise en oeuvre 
de techniques du type billes de hquide scuitillant et polypeptides trities ou du 




14 



type microsiipport et mesure de la resonance de plasmons, telles que ci-avant 
decrites, en mesurant la radioactivite ou, respectivement, la resonance de 
plasmons, resultant de la liaison entre lesdits polypeptides et lesdites molecules 
adaptatrices ou effectrices, en Tabsence et en presence des molecules 
5 candidates. Sont alors selectionnees celles des molecules candidates qui soit 
augmentent soit diminuent de maniere statistiquement significative le taux de 
liaison temoin mesure entre lesdits polypeptides et lesdites molecules 
adaptatrices ou effectrices en Tabsence desdites molecules candidates. 

Les molecules capables de moduler Tactivation d'un KAR, telles 

10 qu'identifiees par la methode selon la demande FR97/05411, peuvent etre 
modifiees chimiquement de maniere a les rendre non hydrolysables dans des 
conditions biologiques et/ou de maniere a ce qu'elles puissent traverser une 
bicouche lipidique cellulaire. 

Les molecules capables de moduler Factivation d'un KAR, selon la 

15 demande FR97/0541 1, avantageusement agissent en modifiant Tinteraction entre 
lesdits KARAPs et leurs effecteurs ou adaptateurs cellulaires. 

Lesdites molecules capables de moduler une activite cellulaire resultant 
de Factivation d'un KAR, selon la demande FR97/05411, peuvent alors etre 
appliquees a une cellule cultivee in vitro, telle que cellule lymphocytaire, dont 

20 Factivite KAR a ete stimulee, par exemple, par mise en contact avec un ligand, 
Cette application se fait par penetration a Finterieur de ladite cellule, par 
exemple, par electroporation ou par modification chimique permettant le 
fi'anchissement d'une bicouche lipidique. 



25 Par "recepteur KAR", nous entendons les recepteurs humains de type 

immunoglobuline contreparties non inhibitrices des recepteurs KIR, tels que les 
recepteurs KAR p50, mais egalement tout recepteur de structure similaire a ces 
recepteurs KAR, et notamment les recepteurs humains de type lectine tels que 
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NKG2C, NKG2D (naturellement exprimes sur des cellules NK et T), les 
recepteurs murins de type immunoglobuline tels que pir A (naturellement 
exprimes sur des cellules myeloi'des, des cellules B), gp49A (naturellement 
exprimes sur des mastocytes), les recepteurs murins de type lectine tels que 
5 Ly49D, Ly49H (naturellement exprimes sur des cellules NK et T). 

Nous entendons done par polypeptide KARAP tout polypeptide qui est 
naturellement associe a un recepteur KAR tel que ci-dessus defini et en 
I'absence duquel ledit recepteur KAR est naturellement incapable de transduire 
un signal activateur detectable. Ceci n'exclut pas le fait qu'un polypeptide 

10 KARAP determine puisse non seulement s'associer a un recepteur KAR tel que 
ci-dessus defini mais egalement a d'autres recepteurs monomeriques activateurs 
ou non inhibiteurs de structure proche de celle des KAR tels que ci-dessus 
defini^ et notamment a un recepteur activateur humain de type immunoglobuline 
de la famille LIR/MIR/ILT tel que ILTl. 

15 Nous entendons done par polypeptide KARAP un polypeptide tel 

qu'obtenu : 

i. par immunoprecipitation d*une ou plusieurs fi'action(s) 
polypeptidique(s) de lysats de cellules KAR"" (cellules NK et/ou cellules T et/ou 
cellules myeloides et/ou cellules B et/ou mastocytes) a Taide d'un ou plusieurs 

20 anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR, tel(s) qu'un anticorps anti-CD 158, anti- 
p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement Tanticorps monoclonal EB6, 
GL183 ou PAX250, 

ii. chaque fraction polypeptidique pouvant optionnellement etre plus 
avant epuisee par elimination des fractions immunoprecipitees a Taide 

25 d'anticorps anti-CD3 et/ou anti-FceRIy, et/ou etre a nouveau precipitee a Taide 
d'un ou plusieurs anticorps anti-KIR et/ou anti-KAR tel(s) qu'un anticorps anti- 
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CD 158, anti-p70/NKBl, anti-pl40, et plus particulierement Tanticorps 
monoclonal EB6, GL183 ou PAX250, 

iii. par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction(s) 
pol>peptidique(s) selon leur poids moleculaire, et recuperation des polypeptides 
5 correspondant a un poids moleculaire de 12 ± 1 kDa environ, ou bien 

par resolution des polypeptides de ladite (desdites) fraction 
polypeptidique(s) selon leur poids moleculaire apres avoir soumis ladite 
(lesdites) fraction(s) polypeptidique(s) a un test kinase, et recuperation des 
polypeptides correspondant a un poids moleculaire de 12, 14 et/ou 16 ± 1 kDa 
10 environ. Le test kinase peut etre realisee tel que ci-apres decrit dans les 
exemples (cf. materiel et methodes de I'exemple 1 ci-apres). 

La presente invention vise de nouveaux moyens particuliers permettant de 
diagnostiquer un fonctionnement anormal ou non desire de recepteurs 
15 activateurs pour des molecules du CMH de classe I tels que les KARs et d'en 
controler le fonctionnement. 

La presente invention a notamment pour objet des polypeptides KARAP 
particuliers. 

La presente demande a egalement pour objet un precede d'obtention desdits 
20 nouveaux polypeptides KARAP particuliers ainsi que leurs applications 
biologiques. 

Les nouveaux polypeptides KARAP particuliers selon la presente invention sont 
caracterises en ce que leur sequence en acides amines : 

- presente au moins un acide amine tyrosine phosphorylable, 
25 - presente une masse moleculaire comprise entre 10+letl6 + IkDa 

environ (masse moleculaire reelle de 10 + 2 kDa, masse moleculaire apparente 
sur gel de polyacrylamide en conditions denaturantes de 12 + 2 a 16 + 2kDa 
selon le degre de phosphorylation). 




- comporte ime region extracytoplasmique, une region transmembranaire, 
et une region intracytoplasmique, 

- comporte au moins un acide amine cysteine dans sa region 
extracytoplasmique, 

5 - comporte au moins un acide amine charge (R, K, D, K) dans sa region 

transmembranaire, et 

- comporte au moins un motif ITAM YxxL/Ix6-8YxxL/I dans sa region 
intracytoplasmique . 

Les nouveaux polypeptides KARAP particuliers selon Tinvention comprennent 
10 egalement les homologues de tels polypeptides, tels qu'obtenus par deletion, 
insertion, inversion ou substitnbon conservatrice d*acides amines, et les 
fragments de tels polypeptides, tels qu'obtenus par hydrolyse desdits 
polypeptides a I'aide de proteases, lesdits homologues ou fragments etant 
capables de transduire un signal provenant d'un KAR. En particulier, la presente 
15 invention vise egalement les poLypeptides dont la sequence est essentiellement 
constitute par la partie extracytoplasmique, intracytoplasmique, ou 
transmembranaire desdits nouveanx polypeptides KARAP particuliers. 
Les nouveaux polypeptides KAEtAP particuliers selon Tinvention repondent par 
ailleurs aux diflferentes caractmsfcrques et proprietes des polypeptides KARAP 
20 en general, telles qu*elles ont ete decrites dans ladite demande FR97/05411 et 
ci-avant rappelees. 

Un nouveau polypeptide KARAP particulier selon Tinvention presente une 
sequence en acides amines essentiellement constituee par la SEQ ID n'^2. La 
presente invention vise element les polypeptides dont la sequence est 
25 essentiellement constituee par la partie extracytoplasmique de la SEQ ID n'^2, a 
savoir la SEQ ED n°3, ou par la partie transmembranaire de la SEQ ID n°2, a 
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savoir la SEQ ID n°4, ou la partie intracytoplasmique de la SEQ ED n°2, a 
savoir la SEQIDn°5. 

La presente demande a egalement pour objet les anticorps et fragments de 
tels anticorps, en particulier fragment Fc, Fv, Fab, F(ab)'2, obtenus par 
5 immunogenese a partir d'un nouveau polypeptide KARAP selon la presente 
invention, ou a partir d'un polypeptide dont la sequence est essentiellement 
constituee par la partie extracytoplasmique, intracytoplasmique, ou 
transmembranaire d'un tel polypeptide KARAP particulier. La presente 
demande vise notamment de tels anticorps diriges contre la SEQ ED n°2, la SEQ 

10 ED n'^S, la SEQ ED n°4 ou la SEQ ED n°5, ainsi que leurs fragments. 

La presente demande a egalaneat pour objet les acides nucleiques comprenant 
une sequence correspondant a la lecture en cadre ouvert, selon le code 
genetique universel et en tenant compte de la degenerescence dudit code, de la 
sequence en acides amines dlun polypeptide KARAP particulier selon la 

15 presente demande et les variantsLpresentant une homologie superieure ou egale 
a 60% avec de tels acides nucleiques et etant capables de coder pour une 
molecule transductrice d'un signal activateur provenant d*un KAR tel que ci- 
avant defini. EUe vise notamment tout acide nucleique dont la sequence ADN 
est essentiellement constituee par la SEQ ED n°l (ADNc de la proteine KARAP 

20 mature de sequence SEQ ED n'^2), ou ses parties correspondant aux regions 
extra-, intra-cytoplasmique et transmembranaire. 

La presente demande concerae egalement une composition pharmaceutique 
comprenant, en association axfeerun vehicule pharmaceutiquement inerte, une 
quantite efficace d'au moins unrnouveau polypeptide KARAP particulier selon 
25 rinvention ou de fragments dun tel polypeptide, d*au moins un anticorps selon 
I'invention ou de fragments dun tel anticorps, ou d'au moins un acide nucleique 
selon I'invention ou de variants d'un tel acide nucleique. 



L'utilisation desdits anticorps et acides nucleiques, en tant qu'agents de 
diagnostic, entre egalement dans le champ de la presente demande. 
La presente demande vise egalement une methode de diagnostic in vitro d'un 
fonctionnement anomial ou non desire d'une cellule comprenant les etapes de : 
5 - mise en contact d'au moins une cellule, ou un extrait de cellule, avec un 

anticorps selon Tiiivention ou un fragment d'un tel anticorps, ou avec un acide 
nucleique selon Tinvention ou un variant d'un tel acide nucleique, et de 
- revelation du produit de reaction eventuellement forme. 
Les etapes de mise en contact et revelation peuvent etre realisees telles 

10 que decrites dans ladite demande FR97/0541 1 et ci-avant rappelees. 

Ladite methode de diagnostic in vitro selon la presente demande 
demande permet le diagnostic de fonctionnements cellulaires anormaux ou non 
desires pouvant se traduire par une maladie immunoproliferative, une maladie 
d'immunodeficience telle qu'une maladie a VIH, un cancer tel que la maladie 

15 lymphoproliferative des lymphocytes granulaires, une maladie auto-immune 
telle que la polyarthrite rhumatoi'de, une maladie infectieuse telle que le 
paludisme, une reponse allergique, un rejet de greffe. 

La presente demande se rapporte egalement a une methode 
d'identification de molecules adaptatrices ou eflFectrices de Tactivation d'un KAR 

20 et une methode d'identification de molecules capables de moduler une activite 
cellulaire resultant de Tactivation d'un KAR. Ces methodes repondent aux 
caracteristiques et proprietes decrites pour les polypeptides KARAP en general 
dans ladite demande FR97/05411 et ci-dessus rappelees, tout en mettant en 
oeuvre les polypeptides KARAP particuhers selon la presente invention en Ueu 

25 et place desdits polypeptides KARAP en general. 
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La presente demande a egalement pour objet une methode pour obtenir la 
sequence de polypeptides KARAP particuliers selon rinvention. Cette methode, 
dont un exemple de realisation est decrite dans Texemple 2 ci-apres (strategies 
bio-informatiques), comprend notamment le criblage de celles des sequences 
5 polypeptidiques qui repondent aux criteres suivants : 

- la sequence presente au moins un acide amine tyrosine phosphorylable, 

- la sequence presente une masse moleculaire comprise entre 5 et 25 IcDa 
environ, 

- la sequence comporte une region extracytoplasmique, une region 
1 0 transmembranaire, et une region intracytoplasmique, 

- la sequence comporte au moins un acide amine cysteine dans sa region 
extracytoplasmique, 

- la sequence comporte au moins un acide amine charge (R, K, D, K) 
dans sa region transmembranaire, et 

15 - la sequence comporte au moins un motif IT AM YxxL/Ix^_g YxxL/I dans 

sa region intracytoplasmique. 



La presente demande a egalement pour objet une methode pour 
determiner ou controler si un polypeptide candidat, de sequence connue, 

20 correspond a un polypeptide KARAP. Un exemple de realisation d'une telle 
methode est presente dans Texemple 2 ci-apres. Une telle methode consiste a 
produire un anticorps contre une partie caracteristique de ce polypeptide 
candidat (par exemple une region intracytoplasmique comprenant au moins un 
motif IT AM ou une region extracytoplasmique), et a verifier que cet anticorps 

25 reconnait, sur une cellule fonctionnelle (une cellule KAR^ fonctionnelle par 
exemple) une cible qui se trouve associee au recepteur pour lequel le 
polypeptide candidat est suppose etre le KARAP (c'est-a-dire, dans le cas de 



cellules KAR", a verifier que I'anticorps reconnait une cible qui se trouve 
associee a un recepteur KAR). 

Cette methode, selon I'invention, d'identification de polypeptides KARAP 
consiste ainsi notamment a : 

5 - produire un anticorps mono- ou polyclonal dirige contre ce polypeptide 

candidat, et en particulier contre une region de ce polypeptide candidat qui 
comprend au moins un motif ITAM (par exemple, dans le cas de la proteine 
KARAP murine identifiee ci-dessus, un anticorps dirige contre une region de la 
partie extracytoplasmique (SEQ ID n°3) ou de la partie intracytoplasmique 

1 0 (SEQ ID n°5) de la SEQ ID n°2), 

- mettre en contact cet anticorps avec un lysat de cellules, possedant, sous 
une forme fonctionnelle, le recepteur activateur ou non inhibiteur pour lequel le 
polypeptide candidat est suppose constituer le KARAP, par exemple des 
cellules KAR* fonctionnelles telles que des cellules NK ou T, dans des 

15 conditions douces permettant des reactions de liaison de type antigene- 
anticorps, 

- identifier le polypeptide candidat comme etant un polypeptide KARAP 
selon I'invention lorsque dans les produits de reaction eventuellement formes se 
trouvent un produit de masse moleculaire apparente proche de celle d'un KAR 

20 (environ 50 kDa) et un produit de masse moleculaire apparente proche de celle 
du polypeptide candidat notamment entre 10 et 16 kDa environ). 

Cette methode d'identification selon I'invention pent notamment etre 
reahsee : 

- en mettant en contact ledit anticorps comme ci-dessus decrit, 

25 - faire precipiter les produits de reaction eventuellement formes dans des 

conditions douces de detergent preservant les complexes moleculaires (par 
exemple digitonine a 1%, voir exemple 1 ci-dessus). 
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- mesurer la masse moleculaire des produits precipites, par exemple par 
migration electrophoretique en presence des marqueurs de masse moleculaire 
sur un gel de polyaciylamide en conditions denaturantes, et 

- en identifiant le polypeptide candidat comme etant un polypeptide 
5 KARAP selon I'lnvention comme ci-dessus decrit. 



La presente invention est illustree par les exemples suivants qui ne 
doivent etre en aucun cas consideres comme limitatifs. 
10 II y est fait reference aux neuf figures suivantes: 

- la Figure 1 presente 

en A, une analyse par cytometre de flux (F AC Scan, marque deposee 
Becton-Dickinson) en immunofluorescence indirecte de cellules cultivees sur 

(interleukine 2) et issues de patients atteints de LDGL (maladie 
15 lympiiogroliferatrice des lymphocytes granulaires) designes par R.P., D.F. et 
MAL., et 

en B, les resultats d'un test de cytotoxicite re-dirige avec differents 
anticorps monoclonaux, realise sur des cellules NK cultivees sur IL-2 provenant 
de differents donneurs ; 
20 - la Figure 2 presente : 

en A, une analyse SDS-PAGE (resolution de proteines par electrophorese 
sur gel et dodecylsulfate de sodium) realisee a partir de cellules NK de donneur 
R.P. (p50.1^ radiomarquees au ^^^I et immunoprecipitees a I'aide de Tanticorps 
monoclonal anti-CD 158 EB6, avant et apres epuisement en FceRIy et en CD3i; 
25 a I'aide d'anticorps anti-CD3(i; / anti-FcsRIy, 

en B, une analyse SDS-PAGE avec une sonde anticorps anti-CD3i; de 
lysats complets de cellules D.F. ou d'immunoprecipites de tels lysats ; 
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- la Figure 3 presente : 

en A, une analyse SDS-PAGE des proteines phosphorylees issues de 
tests kinase in vitro auxquels ont ete soumis des immunoprecipites de lysats de 
cellules NK MAL., 

5 en B, le meme type d'analyse SDS-PAGE qu'en figure 3 A mais realisee a 

partir de cellules RBL-2H3 p50.2\ 

en C, une analyse par electrophorese sur couche mince (TLB) des acides 
amines phosphoryles des bandes KARAPs et CD3i; excisees apres tests kinase 
in vitro realises sur des immunoprecipites anti-CD158 et anti-CD16, 

10 respectivement, de cellules NK R.P., 

- la Figure 4 presente une analyse SDS-PAGE bidimentionnelle en 
conditions non-denaturantes/denaturantes d' immunoprecipites anti-CD 158 de 
lysats de cellules NK R.P. ayant subi un test kinase, et 

- la Figure 5 presente les recepteurs activateurs ou non-inhibiteurs de la 
15 superfamille des immunoglobulines (IgSF) ou du type lectine, et leurs 

contreparties inhibitrices, 

- la Figure 6 represente la structure schematique de recepteurs KIR (p58) 

et KAR (p50), 

- la Figure 7 represente la sequence ADNc d'un polypeptide KARAP 
20 selon I'invention (SEQ ED n°l), 

- la Figure 8 represente la sequence nucleotidique (comprise entre la 
sequence leader exclue et le codon stop) et la sequence en acides amines d'un 
polypeptide KARAP selon I'invention (proteine mature, SEQ ID n°2), et 

- la Figure 9 represente I'alignement des ITAMs humains et de I'lTAM 
25 d'un polypeptide KARAP selon I'invention. 
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EXEiMPLE 1 : 
1. Materiels et methodes 
5 Anticorps monoclonaux (mAbs) et reactifs 

Les anticorps monoclonaux suivants ont ete utilises : 

- des anticorps anti-CD3, anti-CD 16 et anti-CD56 d'isotype IgGl tels que 
JT3A (Coulter Immunotech reference 0178), KDl (Coulter Immunotech 

10 reference 0813) et TA181.H12 (Coulter Immunotech reference 1844), 
respectivement, 

- des anticorps anti- tels que TIA-2 (Coulter Immunotech 
66045P2), 

- des anticorps anti-CD158, a savoir des anticorps anti-p58.1 tels' que 
15 EB6 (Coulter Immunotech reference 1847), des anticorps anti-p58.2 tels que 

GL183 (Coulter Immunotech reference 1846) et des anticorps anti-p50.3 tels 
que PAX250 decrit dans Bottino et aL {Eur, J. Immunol, 1996, 26, 1816), 

- un antiserum de lapin anti-FcsRIy tel que Tantiserum 666 decrit dans 
Jouvin M.H. et ai, 1994, J. Biol. Chem. 269, 5918-5925, 

20 - un antiserum de lapin anti-FcsRIa tel que Tantiserum BC4 decrit dans 

BocianoL.K. et aL, 1986,1 Biol. Biochem. 261, 11823-11831, 

- un antiserum de chevre anti-souris conjugue a la peroxydase de raifort 
(Sigma A-2304) et un antiserum de chevre anti-lapin conjuge a la peroxydase de 
raifort (Sigma A-0545), 

25 - une immunoglobuline de chevre anti-souris conjuguee a de 

I'isothiocyanate de fluoresceine (Coulter-Immunotech 0819 F(ab')2), 
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- des anticorps monoclonaux GL183-Phycoerythrme (GL183'-PE)- 
(Coulter-Immunotech 2278), (EB6-Phycoerythrine (EB6-PE) (Coufier- 
Immunotech 2277) et une immunoglobuline de chevre anti-souris- 
phycoerythrine (anti-souris-PE) (Coulter Immiinotech 0855 F(ab')2). 
5 Le tampon de lyse contenait du Tris-HCl 25 mM pH 7,5 ; NaCl I-50 

mM ; digitonine 1% ; or±o vanadate de sodium 100 ^M ; NaF 10 niM ; 
aprotinine 2 ^g/ml ; leupeptine 2 ^ig/ml ; tous ces produits ay ant ete achetes 
aupres de Sigma (St Louis, MO, USA), 

Le tampon kinase contenait de THepes 20mM pH 7,2 ; NaCl 100 mM ; 
10 MnCh 5 mM ; MgCU 5inM ; ^^y ATP 10 [iCi = 370 kBq (Amershaiii;, 
Buckinghamshire, UK). 

Le tampon d'electrophorese sur couche mince (TLE) contenait de Tacide 
acetique glacial a 10% et de la pyridine a 1% dans de Teau ; pH 3,5. 

15 Cellules 

Cellules NK humaines issues de patients LDGL ou cellules LDGL : 

Les cellules NK humaines ont ete obtenues a partir de patients atteints de 
20 maladie lymphoprohferative des lymphocytes granulaires (LDGL, 
Lymphoproliferative Disease of Granular Lymphocytes) de la hgnee des 
cellules NK CD56^, CD16^ CD3". Des lymphocytes de sang peripherique 
(PBL, Peripheral Blood Lymphocyte) ont ete isoles a partir d'echantillons de 
sang de patients atteints de LDGL par centrifugation selon un gradient 
25 Ficoll/Hypaque. Ces cellules LDGL ont ete alors cultivees a 37''C a une 
concentration de 10*^ cellules par ml sur milieu RPMI-1640, a 10 jig/ml de 
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penicilline-streptomycine et 10 % de serum de veau foetal, en presence^ de 
cellules nourricieres irradiees allogeniques et de 100 U/ml de rIL-2. 

Obtention de cellules transfectees RTIIB.pSG.I"" : 

5 

Des transfectants de cellules RBL-2H3 (American Type Culture 
CoUection) exprimant des KARs p50.2 (cellules RTIIB.p50.2^) ont ete 
realisees telles que decrites dans Blery et al. 1997, J. Biol. Chem., 272, 8989- 
8996). La figure 6, represente de maniere schematique, la structure- de 
10 recepteurs KIR p58 (recepteiu-s humains inhibiteurs de type immunoglobuline) 
et des recepteurs KAR p50 (contrepartie non inhibitrice des recepteurs KIR 
p58). 

Brievement, les cellules RTKB utilisees sent les cellules classiquement 
decrites comme etant des cellules RBL-2H3 transfectees de maniere a exprimer 
15 le recepteur FcYRIIb2 murin et la molecule chimerique CD25/CD3 comprenant 
les domaines ecto- et trans-nrembranaires complets de la CD25 humaine lies au 
domaine intracytoplasmique complet de la CDS murine. 

Ces cellules RTIIB ont ete de plus transfectees par electroporation 
d'ADNc 183.Act2 (codant pour p50.283) porte sur le vecteur d'expression 
20 RSV-5gpt. 

Des cellules transfectees RTIIB.p50.2'' stables ont ete etablies par culture 
en presence de xanthine (250 )ig/l), d'hypoxanthine (13,6 fig/l) et d'acide 
mycophenolique (2 }igA). 



25 Test Cytolytique 
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L'activite cytolytique des cellules LDGL cultivees sur 11-2 a ete mesiiree 
par rapport a la lignee cellulaire murine P815 (American Type Culture 
Collection) en I'absence ou en presence des mAbs anti-CD 16, anti-CD 158 et 
anti-CD56. 

5 Brievement, 5x10"* cellules cibles marquees au ^^Cr ont ete ajoutees a 

des dilutions en serie de cellules effectrices en presence de 50 |il d'anticorps 
monoclonal sumageant d'hybridome au demarrage du test standard de liberation 
de ^^Crdiu*ant 4 heures (Vivier E. et aL, 1991, J. Immunol. 146:206). 

10 Radio-ioduration 



Les cellules (10 - 50 x 10^) ont ete fixees au formaldehyde a 0,5% dans 
du PBS (tampon de phosphate de sodium), puis permeabilisees pendant 5 
minutes a Taide de digitonine a 30 ^ig/ml dans du PBS prealablement a une 

15 ioduration catalysee par la lactoperoxidase (^"^^I, NEN-Dupont, Wilmington, 
DE, USA) tel que decrit par Anderson P. et aL, 1989, Immunol. I43:1S99, 

Les cellules ont ete lysees pendant 30 minutes a 4*^C dans un tampon de 
lyse a digitonine. Les sumageants post-nucleaires pre-purifies ont alors ete 
immunoprecipites a Taide d^anticorps specifiques couvrant des billes S4B- 

20 Sepharose (Pharmacia, Piscataway, NJ, USA) (Vivier E. et al., 1991, /. 
Immunol. 146:206). Les immunoprecipites ont ete analyses par SDS-PAGE 
(resolution de proteines par electrophorese sur gel et dodecylsulfate de sodium) 
et autoradiographie. 
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Test kinase in vitro 
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Les cellules (10 x 10*^ par echanrillon) ont ete lysees dans 1 ml de tampon 
de lyse (voir reactifs). Les sumageants post-nucleaires prepurifies ont ete 
immunoprecipites pendant 2 a 3 heures en utilisant des anticorps monoclonaux 
lies de maniere covalente a une Sepharose 4B activee par CnBr (Pharmacia). 
5 Les complexes immuns ont ete laves trois fois dans du tampon de lyse ; 40 jil de 
tampon kinase (voir reactifs) ont alors ete ajoutes aux immunoprecipites 
pendant 10 minutes a 37°C. La reaction kinase a ete arretee par addition du 
tampon reducteur SDS-echantillon. Les echantillons ont ete portes a ebullition 
prealablement a une analyse par SDS-PAGE et autoradiographie. Dans 
10 certaines experiences, les echantillons ont ete analyses par SDS-PAGE 
diagonale non-denaturante/denaturante bidimensionnelle. 

Analyse de la phosphorylation des KARAPs 

1 5 Apres le test kinase in vitro et la separation par SDS-PAGE, les proteines 

phosphorylees ont ete excisees des gels seches et ont ete eluees en utilisant un 
Centrilutor (Amicon) ou une solution de SDS (dodecylsulfate de sodium) a 
0,1% dans du PBS (tampon de phosphate de sodium). Les proteines eluees ont 
ete precipitees dans de I'acide trichloroacetique a 20% a pendant 2 heures, 

20 prealablement a une incubation dans 200 ^il d'HCl 5,7 M a llO^'C pendant 90 
minutes. Les acides amines individuels ont alors ete seches et remis en 
suspension dans 5 de tampon TLE (voir reactifs) contenant 5 |ig de chaque 
phosphotyrosine, phosphothreonine, phosphoserine non marquee (Sigma) en 
tant qu'etalons standards. Les echantillons ont ete deposes sur des plaques de 

25 cellulose (DC-cellulose 100-^m) et mis a migrer a 1500 V pendant 45 minutes a 
4°C sur un Multiphor II (Pharmacia). Des etalons standards ont ete developpes 
a I'aide de ninhydrine a 1% dans de I'acetone et les acides amines marques au 
^'^P ont ete identifies par autoradiographie. 
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Analyse par immunotransfert 

Les immimoprecipites ont ete resolus par SDS-PAGE, transferes sur 
5 filtres de nitrocellulose et confrontes aux sondes anticorps anti-CD3(!; ou anti- 
FCeRIy diluees dans line solution de PBS a 5% en lait deshydrate ecreme. Les 
immunotransferts ont ete reveles en utilisant un antiserum de chevre anti-souris 
ou anti-lapin conjugue a la peroxydase de raifort (Sigma references A-2304 et 
A-0545 respectivement) et le ^steme de detection ECL commercialise par 
10 Amersham (RPN 2209). 

2. Resultats 

Phenotvpe de surface 

15 

Le phenotype de surface, des cellules NK issues de patients LDGL et 
cultivees sur IL-2 (mterleukme-2) a ete analyse par F AC Scan (tri de cellules 
activees par fluorescence) en Trrmranofluorescence indirecte. 

Sont ci-apres reportes les resultats de T etude relative a trois de ces 
20 patients, ci-apres nommes R.P., D.F. et MAL. 

Lesdits resultats sont illustres par la Figure lA ou est presentee une 
analyse par FACScan en immunofluorescence indirecte de cellules LDGL 
(maladie lymphoproliferative des lymphocytes grannulaires) R.P., D.F. ou 
MAL. cultivees sur IL-2. Une immunoglobuline de chevre anti-souris conjuguee 
25 a de risothiocyanate de fluoresceine a servi de reactif de seconde etape. Pour 
chaque type de cellules LDGL (cellules LDGL R.P. pour les analyses 
presentees dans la bande horizontale superieure, cellules LDGL D.F. pour celles 




30 



de la bande horizontale mediane, cellules LDGL MAL. pour celles de la bande 
horizontale inferieure) et pour chaque traitement subi (traitement temoin C pour 
les graphes presentes a gauche ou traitement par I'anticorps monoclonal indique, 
soit de gauche a droite, anti-CD3, anti-CD16, anti-CD158 EB6, anti-CD158 
5 GL183, anti-CD158 PAX 250), sont reportees, en abscisse, les intensites de 
fluorescence et, en ordonnees, le nombre relatif de cellules. 



On pent observer que : 

- les cellules NK R.P., D.F. et MAL. sont toutes CD3" et CD 16^, 

10 - les cellules NK R.P. sontp50.r, p50.2', p50.3' : elles sont reconnues 

par I'anticorps monoclonal aiitirCD158 EB6 et ne sont pas reconnues par les 
anticorps monoclonaux anti-COr58 GL183 et PAX250, 

- les cellules NK D.F. sont p50.1", p50.2^ p50.3" : elles sont reconnues 
par I'anticorps monoclonal anti-CD158 GL183 et ne sont pas reconnues par les 

15 anticorps monoclonaux anti-CDTSS EB6 et PAX250, 

- les cellules NK MAL. sont p50.r, p50.2', p50.3'^ : elles sont reconnues 
par I'anticorps monoclonal antr-CD158 PAX250 et ne sont pas reconnues par 
les anticorps monoclonaux antr-€D158 EB6 et GL183. 

Les trois patients attemts de LDGL ont done presente une 
20 lymphoproliferation de cellules NK reconnue par des anticorps anti-CD 158 : 
anti-KIR p58.1 (EB6), anti-KIR p58.2 (GL183) et anti-KAR p50.3 (PAX250) 
respectivement. Trois groupes de cellules NK ont ainsi pu etre definis : cellules 
LDGL R.P., cellules LDGL D.F. et cellules LDGL MAL. 



25 

Test cvtolvtique 
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Des essais de cytotoxicite re-dirigee utilisant P815 en tant que cellules 
cibles FcyR^ ont ete realises pour les cellules NK R.P. pSO.T, D.F. p50.2^ et 
MAL. p50.3^ 

Les resultats sont illustres par la Figure IB ou est presente un test de 
5 cytotoxicite re-dirigee avec differents anticorps monoclonaux : des cellules NK 
issues des donneurs indiques (R.P. pSO.T a gauche, D.F. p50.2^ au centre, ou 
NIAL. pSO.S'^ a droite) et cultivees sur IL-2 ont ete utilisees comme cellules 
effectrices. Le test a ete realise en presence de : aucuns anticorps (cere les 
blancs), anticorps monoclonal anti-CD 16 (triangles noirs), anticorps monoclonal 
10 anti-CD56 (triangles blancs), anticorps monoclonal anti-CD 158 (EB6 pour R.P., 
GL183 pour D.F. et PAX250 pour MAL.) (cercles noirs). En abscisse sont 
reportes les ratios cellules effectrices : cellules cibles (E:T) et, en ordonnees, le 
pourcentage de lyse specifique. 

Les tests de cytotoxicite re-dirigee indiquent que, par constraste avec ce 
15 qui est observe lors d'une stimulation de recepteurs KIRs, Taddition d'anticorps 
anti-CD 15 8 aux cellules NK augmente considerablement la cytolyse des 
cellules PS 15 (Figure IB). 

A titre de temoins, les anticorps monoclonaux anti-CD 16 augmentent la 
cytolyse spontanee des P815 de maniere similaire aux anticorps monoclonaux 
20 anti-CD 158, alors qu'un anticorps monoclonal anti-CD56 apparie a I'isotype n'a 
aucun effet (Figure IB). 

Ces cellules NK expriment done a leur surface des KARs, I'isoforme 
activatrice des KIRs. Ces resultats ont ete, de plus, confirmes par analyses PCR 
(amplification en chaine par polymerase) avec transcriptase inverse des ADNc 
25 KIR/KAR. 
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Analyse des KL\Rs exprimes par radio-ioduration et immunotransferts : 
identification des KARAPs 

Les recepteurs KARs exprimes sur les cellules NK issues de patients 
5 LDGL ont ete analyses par radio-ioduration interne suivie 
d'immunoprecipitation. 

Les resultats sont illustres par la figure 2A ou est presentee une analyse 
SDS-PAGE, sur gel a 13% en conditions denaturantes, realisee a partir de 
cellules NK (10 x 10^ cellules/piste) de donneur R.P. (pSCT) radiomarquees au 
10 ^^'I et immunoprecipitees a Taide de I'anticorps monoclonal anti-CDl58 EB6 
(piste 1), puis purifiees a Taide d'anticorps monoclonaax anti-CDSC/anti-FceRIy 
(pistes 2 a 7) et enfin re-immunoprecipitees a Taide de Tanticorps monoclonal 
anti-CD 158 EB6 (piste 8). 

Les memes profils ont ete obtenus avec les donneurs D.F. (p50.2"^) et 
15 MAL (p503^ (donnees non presentees). 

On peut observer que les immunoprecipites d'anticorps anti-CD158 
prepares a partir de lysats de cellules NK contiennent, en plus des KARs 
obsCTves a ^^50 kDa, une bande de masse moleculaire plus faible migrant a 12 ± 
IkDa environ. 

20 U a ete montre que les KLRs s'associent avec les polypeptides et 

FCeRIy dans les cellules NK humaines. Les experiences de pre-epuisements 
utilisant des anticorps anti-CD3(^ et anti-FCsRIy ont elimine la possibilite que la 
bande de 12 kDa environ associee au KARs soit CD3i; ou FCeRIy (Figure 2A). 
L'ensemble proteique correspondant a cette bande a 12 ± IkDa environ a 

25 ete baptise KARAPs {KAR-associated proteins, proteines associees aux 
KARs). 




Ces resultats ont ete confirmes par des experiences d'immunotTansferts 
qui ont revele I'absence de toute bande reactive en presence d'anticorps anti- 
CD3C dans les immunoprecipites de mAbs anti-CD 158 prepares a partir de 
lysats NK. 

5 Ces resultats, obtenus en presence d'anticorps anti-CD3i;, sent illustres 

par la figure 2B ou est presentee une analyse de lysats complets de cellules D.F. 
ou d'immunoprecipites de tels lysats par resolution SDS-PAGE sur gel a 15% en 
conditions denaturantes et incubation des filtres de nitrocellulose avec une 
sonde anticorps monoclonal anti-CD3(;. Les lysats complets de cellules (LCC) 

10 D.F. ont ete deposes a 5 x 10^ cellules/piste en piste 1, les immunoprecipites de 
tels lysats a 15 x 10^ cellules/piste en pistes 2 a 4. Les immunoprecipitations ont 
ete realisees sur des lysats de cellules D.F. en utilisant I'anticorps monoclonal 
anti-FceRIa BC4 en temoin piste 2, I'anticorps monoclonal anti-CD 16 en piste 3 
et I'anticorps monoclonal anti-CD158 GL183 en piste 4. 

15 Les memes resultats ont ete obtenus pour les cellules R.P. et MAL., a 

I'aide de mAb anti-CD3^. 

Les resultats obtenus a I'aide de mAb anti-FCsRIy- (donnees non 
presentees) ont apporte la meme confirmation. 

20 Analyse des KARAPs oar test kinase in vitro et electrophorese sur couche 
mince (TLE) 

Les tests kinase in vitro realises sur les immunoprecipites d'anticorps 
monoclonaux anti-CD 158 ont revele que les KARs s'associent a une 
25 phosphoproteine predominante de faible poids moleculaire migrant a environ 14 
± 1 kDa dans les cellules NK. 
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Les resultats sont illustres par la figure 3 A : des lysats prepares a partir de 
cellules NK MAL, ont ete immunoprecipitees avec I'anticorps indique (anti- 
FceRIa en piste 1, anti-CD 16 en piste 2, anti-CD 158 en piste 3) prealablement 
a des tests kinase in vitro. Les proteines phosphorylees ont ete separees par 
5 SDS-PAGE sur un gel a 15% en conditions denaturantes. 

Ces resultats sont en accord avec le changement de masse moleculaire 
attendue pour la forme phosphoiylee de la KARAP a 12 kDa observee par 
ioduration interne. De plus, les immunoprecipites de mAbs anti-CD 158 prepares 
a partir de cellules NK KAR^ comprennent deux autres phospho-KARAPs, 
10 migrant a 16 ± 1 kDa et 12 ± 1 kDa respectivement (Figure 3 A). 

L'association des KARs avec un groupe similaire de KARAPs 
phosphorylees a aussi ete observee avec un panel de clones de cellules NK 
KAR^ et etait absente de clones NK KIR"^. II a ete observe que I'intensite 
relative des phospho-KARAPs a 16,14 et 12 kDa pent varier selon Torigine des 
15 cellules NK. 

Une analyse des acides amines phophoryles a revele que la KARAP 
majeure a 14 kDa est principalement phosphorylee au niveau des residus 
t>Tosine. 

Les resultats sont illustres par la figure 3C : les bandes KARAPs (a 
20 gauche) et CD3C^ (a droite) ont ete excisees apres test kinase in vitro et 
soumises a une analyse des acides amines phophoryles par electrophorese sur 
couche mince. Dans cette experience, les bandes KARAPs et CD3^ ont ete 
isolees a partir d'immunoprecipites d^anticorps monoclonaux, respectivement, 
anti-CD158 et anti-CD16 prepares a partir de lysats de cellules NK. R.P. 
25 Neanmoins, une phosphorylation au niveau de residus serine mais non au 

niveau de residus threonine pent aussi etre detectee. A titre de temoin, Tanalyse 



des acides amines phophoryles a coafirme la phosphorylation de au 
niveau du residu tvTosine seulement. 

KAR.APS et transduction du signal activateur (tranfectants KAR^ 

5 

Par contraste avec les KIRs p58.2, Texpression de KAR p50.2 dans les 
transfectants de la hgnee cellulaire non lymphoi'de RBL-2H3 ne conduit pas a 
une reconstitution de la fonction activatrice des KARs p50.2. En effet, la 
stimulation de tranfectants de cellules RBL-2H3 p50.2"^ induite par des 

10 anticorps anti-CD 158 ne conduit a aucune mobilisation detectable du Ca'^"^ 
intracytoplasmique, ni a aucune liberation detectable de serotonine. 

De maniere remarquable, les tests kinase in vitro realises sur les 
immunoprecipites d'anticorps monoclonaux anti-CD 158 prepares a partir de 
transfectants de cellules RBL-2H3 p50.2^ n*ont inclus aucune KARAP 

15 detectable. 

Les resultats sont illustres par la figure 3B : des lysats prepares a partir de 
cellules RBL-2H3 p50.2"^ ont ete immunoprecipitees avec Tanticorps indique 
(anti-CD38 en piste 1, anti-FceRIa en piste 2, anti-GDI 58 en piste 3) 
prealablement a des tests kinase in vitro, Les proteines phosphorylees ont ete 
20 separees par SDS-PAGE sur un gel a 15% en conditions denaturantes. 

Le defaut d'association des KARs aux KARAPs dans les transfectants de 
cellules RBL-2H3 p50.2^ a ete egalement confirme par ioduration inteme 
(donnees non presentees). 

Les KARAPs s'associent done de maniere selective aux KARs, et 
25 I'absence d'association des KARs aux KARAPs est correlee avec I'incapacite 
des KARs a transduire un quelconque signal activateur detectable. 
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Association KAR-KARAPs (gel diagonal) 

Fmalement, une analyse sur gel bidimensionnel diagonal des 
immiinoprecipites d'anticorps monoclonaux anti-CD158 a revele que les 
5 phospho-KARAPs de 16, 14 et 12 kDa environ decroissent le long du gel 
diagonal. 

Les resultats sont illustres par la figure 4 : des imtnunoprecipites (EP) 
d'anticorps monoclonaux anti-CD 158 prepares a partir de lysats de cellules NK 
R.P. ont ete soumis a un test kinase in vitro prealablement a analyse par SDS- 
10 PAGE sur gel a 13% bidimensionnel en conditions non-denaturantes/(direction 
horizontale)/denaturantes (direction verticale). 

Ces resultats indiquent ainsi que les KARs sont associes dans les cellules 
NK a un complexe de dimeres KARAPs lies par liaison disulfiire. 

15 3. Discussion 

Les KARs, recepteurs activateurs autonomes des molecules du CMH de 
classe I ou co-recepteurs du TCR (recepteur de lymphocyte T) ou de RFc 
(recepteur pour fi-agment constant d'immimoglobuline), representent une voie 
20 nouvelle pour I'activation des cellules NK et T. 

Les inventeurs ont demontre que les KARs sont en fait assembles dans 
les cellules NK en un complexe multimerique faisant intervenir des KARAPs 
associees sous forme de dimeres lies par liaison disulfiire. 

Si I'analyse par radio-ioduration a mis en evidence une KARAP a environ 
25 12 ± 1 kDa, I'analyse par test kinase a mis en evidence trois phospho-KARAPs 
a environ 16, 14 et 12 ± 1 kDa. 
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La correlation entre Tassociation des KARs aux KARAPs et la fonecfon 
activatrice des KARs suggere que les KARAPs agissent en tant que sous-unftes 
transductrices du complexe KAR multimerique. 

Cependant, I'absence d'association des KARs aux KARAPs, telle 
5 qu'observee pour les transfectants de cellules RBL-2H3, n'empeche pas 
I'expression du recepteur sur la siuface cellulaire, contrairement a ce qui a»^ete 
observe pour les recepteurs activateurs multimeriques pour antigenes ou 
anticorps incluant des polypeptides a ITAM (motif deactivation 
d'immunorecepteurs basee sur residu(s) tyrosine(s). 

10 D'autres recepteurs activateurs, ou a tout le moins non inhibiteurs, de la 

superfamille des immunoglobulines ou presentent de frappantes similarites avec 
les KARs p50 (KARs humains de type immunoglobuline) : les recepteurs KARs 
humains de type lectine NKG2C/D, les recepteurs KAR murins de type 
immunoglobuline pir A, gp49A, les recepteurs KAR murins de type lectine 

15 Ly49D, Ly49H, mais aussk les recepteurs activateurs humains de la famille 
LIR/MIR/ILT tels que ELT I. 

Ces similarites sont iilustrees par la figure 5 ou sont presentes les 
recepteurs activateurs an non-inhibiteurs de la superfamille des 
immunoglobulines (IgSF) ouidu type lectine, et leurs contreparties inhibitrices. 

20 En dessous du nom de chaqiie couple de recepteurs, sont indiquees les cellules 
les exprimant naturellement. Les recepteurs activateurs ou non-inhibiteurs ne 
presentent ni ITIM (motif cfinhibition d'immunorecepteur basee sur residu(s) 
tyrosine) ni ITAM (mGti£ deactivation d'immunorecepteur basee sur residu(s) 
tyrosine) mais presentent un residu acide amine charge dans leur domaine 

25 transmembranaire (TM) (R = arginine, K= lysine, D=acide aspartique, E=acide 
glutamique). Les contreparties inhibitrices (de gauche a droite, ILT2/ILT1, 
SIRPoySIRPp, KIR/KAR, NKG2A/B/NKG2C/D) comportent un motif ITIM 
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dans leur partie intracytoplasmique (IC). Chaque recepteur activateur, ou uonr- 
inhibiteiir, presente, au niveau extracytoplasmique (EC), ime forte homo&r^e- 
avec sa contrepartie inhibitrice. 

5 EXEMPLE 2 : 

La caracterisation biochimique des molecules KARAPs (cf. exemple L ci- 
dessus) nous a permis de preciser les criteres d*identification principaux des 
polypeptides KARAP, et notamment : 
10 - polypeptides compartant un acide amine cysteine extracytoplasmique^ 

permettant la formation de pants disulfures (cf. Figure 4) 

- polypeptide de masse moleculaire apparente comprise entre 12 et 16 
kDa environ, 

polypeptides presentant au moins un acide-amine tyrosine 

15 phosphorylable (cf. Figure 3C). 

Etant donnees les fortes similarites existant entre les molecules KARAPs 
identifiees a 12, 14 et 16 kDa, nous avons suppose que ces trois formes 
moleculaires representaient des degres de phosphorylation differents du meme 
polypeptide KARAP, dont le poids moleculaire ne pouvait depasser 12 kDa. 

20 De plus, une caracteristique majeure des KARAPs reside dans leur 

association selective avec les KARs et non pas avec les KIRs. Etant donne que, 
contrairement aux KIRs, les KAR possedent un acide amine charge 
transmembranaire (lysine ; K), et que cette particularite est aussi a la base de 
Tassociation des polypeptides a ITAM presents dans les complexes CD3/TCR, 

25 BCR, FceRI et FcyRlUA (CD 1 6), nous avons oriente notre strategic 
d'identification du gene KARAP en considerant que KARAP est un nouveau 
membre de la famille des polypeptides transmembranaire a ITAM. Ces demiers 
partagent en effet avec KARAP les memes caracteristiques : 
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- polypeptides comportaiit un acide amine cysteine extracytoplasmique 
(C), permettant la formation de ponts disulfiires, 

- polypeptide de faible masse moleculaire ne depassant pas 25 kDa, 

- polypeptides presentant au moins un acide amine tyrosine 
5 phosphorylable comprise dans mi motif IT AM: YxxL/Ix^.gYxxL/I, et 

- presence d*un acide amine charge transmembranaire 

Nous avons ainsi elabore une strategic bio-informatique d^identification 
d'un gene a partir des banques de cDNA publiques disponibles sous la forme 
EST, GENBANK, SWISSPROT et EMBL. Nous avons utilise 2 approches 
10 differentes: 

1/ Nous avons traduit selon les 6 phases de lecture Tensemble des EST, en ne 
retenant que les peptides ayant entre 50 et 200 acides amines (poids moleculaire 
envisage compris entre 5,5 et 22 kDa), Sur cette sous-base, nous avons applique 
plusieurs criteres de selection : 

15 - existence dWe region transmembranaire predite d'au moins 10 acides 

amines, commen9ant avant Tacide amine 30, selon la methode d'Argos (Rao & 
Argos, 1986, Biochem. Biophys. Acta, 869, 197-214). En effet, par homologie 
avec les polypeptides a IT AM tels que CDSC et FceRIy, la majeure partie de la 
sequence KARAP est predite comme etant intracytoplasmique. 

20 - recherche un motif IT AM (Y-x-x-[IL]-x(6,8)-Y-x-x[IL]) en position C- 

terminale de la zone transmembranaire. 

- presence dans la region transmembranaire d'un acide amine charge (R, 
K, D, E). 

- presence d'un acide amine cysteine (C) en position C-terminale de la 
25 zone transmembranaire. 

21 Recherche des entrees EST (analyse faite egalement avec EMBL, 
GENBAKEC et SWISSPROT) presentant des similarites de sequences avec 
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Tentree CD3Z_HUMAN. Le programme utilise est TBLASTN (version 1.4.11; 
Altschul, Stephen F., Warren Gish, Webb Miller, Eugene W. Myers, and David 
J, Lipman, 1990, J. Mol. Biol. 215, 403-10) ou TBLASTN (version 2.0.3; 
Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui 
Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman, 1997, Nucleic Acids 
Res. 25, 3389-3402). Sur ces entrees similaires, nous avons ensuite applique les 
criteres de selection utilises dans la premiere approche. 

En combinant ces deux approches bio-informatiques et apres avoir 
successivement determine a Taide de profils d*hydrophobicite (programmes 
Genworks, DNA Strider) les regions leader, transmembranaires, intra- et 
extracytoplasmique des molecules candidates, nous avons obtenu un nombre 
important de sequences correspondant potentiellement a celle de KARAP. 
Parmi ces sequences, la sequence correspondant au numero d'accession 
AA242315 sur Genbank nous est apparu comme la sequence du gene KARAP 
de la souris (SEQ ED n°l). La figure n°7 represente la sequence ADN (SEQ ED 
n^^l) d'un polypeptide KARAP selon I'invention ; cette sequence est la sequence 
du gene KARAP murin. En efiFet, la traduction de la sequence nucleotidique 
donne un cadre de lecture ouvert de 396 nucleotides (SEQ ED n°2). Ce resultat 
est iUustre par la figure n°8 ou est represente la partie de sequence 
nucleotidique du gene KARAP (SEQ ED n°l) qui est comprise entre la 
sequence leader (exclue) et le codon stop, et ou est egalement representee, en- 
dessous de cette sequence nucleotidique, la sequence en acides amines (code a 
1 lettre) correspondante (SEQ ID n°2, code a 3 lettres), c'est-a-dire la 
sequence en acides amines de la proteine KARAP murine mature selon 
Einvention (SEQ ED n'^2). L'analyse standard de cette sequence prevoit une 
proteine mature de 87 acides amines (masse moleculaire de 9,6 kDa), une 
partie extracytoplasmique de 16 acides amines (Q1-G16), luie partie 



transmembranaire de 24 acides amines (V17-G40), et une partie 
intracytoplasmique de 47 acides amines (R41-R87). Conformement a notre 
strategie de recherche, la partie extracytoplasmique comprend au moins un 
acide amine cysteine (en fait deux, Cg et ClO), un acide amine 
5 transmembranaire (D25), et un IT AM intracytoplasmique 
(Y65QELQGQRHEVY76SDL). La figure 9 illustre les comparaisons qui 
peuvent etre faites par alignement de sequences entre les polypeptides a ITAMs 
prealablement decrits et les polypeptides selon Tinvention possedant un (ou des) 
motifs IT AM, et indique la sequence ITAM consensus resultante : la figure 9 

10 represente Talignement des ITAMs de polypeptides a ITAM humains (six CD3, 
un Iga, un Igp, FceRJy et FceRip) et d'un motif ITAM du polypeptide KARAP 
murin (SEQ ED n°2) identifie ci-dessus selon I'invention (indique "KARAP" sur 
cette figure 9). Sur cette base de comparaison avec les ITAMs prealablement 
decrits (Figure 9), il nous a ete permis d'envisager Tassociation des KARAP 

15 phospborylees avec des proteine tyrosine kinases a groupement SH2 en tandem 
(telles que ZAP-70 et p72Syk). L'association des KARAPs avec des proteines 
de fusion recombinantes correspondant aux groupements SH2 de ZAP-70 
(preparation decrite dans: Olcese L., Lang P., Vely F., Cambiaggi A., Marguet 
D., Blery M., Hippen K. L., Biassoni R., Moretta A., Moretta L., Cambier J. 

20 C, Vivier E. 1996, J. Immunol. 156:4531-4534), a ete verifie in vitro: ces 
experiences ont ete realisees comme decrit dans la Figure 3A, ligne 3, mais les 
lysats cellulaires ont ete adsorbes par la proteine de fusion recombinante 
correspondant aux groupements SH2 de ZAP-70, au lieu de Tanticorps anti- 
CD 158. Ainsi KARAP est une nouvelle molecule transmembranaire a ITAM 

25 qui s'associe aux KAR et qui sous une forme tyrosine phosphorylee s'associe a 
ZAP-70. KARAP est done un nouvel element de transduction des lymphocytes 
T et NK. n est possible que KARAP ou des analogues de KARAP s'associent 
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aussi aux isoformes activatrices des recepteurs a ITIM, et sen/ent dans ces 
complexes multimoleculaires de sous-urute de transduction des signaux emis 
lors de I'engagement du recepteur. 

Une methode particulierement appropriee pour determiner ou controler 
5 qu'un polypeptide candidat, dont on connait la sequence, correspond a une 
proteine KARAP selon Tinvention consiste a produire un anticorps contre une 
partie caracteristique de ce polypeptide candidat (par exemple une region 
intracytoplasmique comprenant au moins un motif ITAM ou une region 
extracytoplasmique), et a verifier que cet anticorps reconnait, sur une cellule 
10 fonctionnelle, une cellule KAR^ fonctionnelle par exemple, une cible qui se 
trouve associee au recepteur pour lequel le polypeptide candidat est suppose 
etre le KARAP (c'est-a-dire, dans le cas de cellules KAR"^, a verifier que 
Tanticorps reconnait une cible qui se trouve associee a un recepteur KAR). 

Cette methode d*identification de polypeptides KARAP selon Tinvention 
1 5 consiste amsi notamment a : 

- produire un anticorps mono- ou polyclonal dirige contre ce polypeptide 
candidat, et en particulier contre une region de ce polypeptide candidat qui 
comprend au moins un motif ITAM (par exemple, dans le cas de la proteine 
KARAP murinre rdentifiee ci-dessus, un anticorps dirige contre une region de la 

20 partie extracytoplasmique (SEQ ID n°3) ou de la partie intracytoplasmique 
(SEQ ID n^5) de la SEQ ID n°2), 

- mettre en contact cet anticorps avec un lysat de cellules, possedant, sous 
une forme fonctionnelle, le recepteur activateur ou non inhibiteur pour lequel le 
polypeptide candidat est suppose constituer le KARAP, par exemple des 

25 cellules KAR"^ fonctionnelles telles que des cellules NK ou T, dans des 
conditions deuces permettant des reactions de liaison de type antigene- 
anticorps. 



- identifier le polypeptide candidat comme etant un polypeptide KARAP 
selon rinvention lorsque dans les produits de reaction eventuellement formes se 
trouvent un produit de masse moleculaire apparente proche de celle d'un KAR 
(environ 50 kDa) et un produit de masse moleculaire apparente proche de celle 
du pol>peptide candidat notamment entre 10 et 16 kDa environ). 

Cette methode d^identification selon I'invention pent notamment etre 
realisee. 

- en mettant en contact ledit anticorps comme ci-dessus decrit, 

- faire precipiter les produits de reaction eventuellement formes dans des 
conditions douces de detergent preservant les complexes moleculaires (par 
exemple digitonine a 1%, votrexemple 1 ci-dessus), 

- mesurer la masse moleculaire des produits precipites, par exemple par 
migration electrophoretique en presence des marqueurs de masse moleculaire 
sur un gel de polyacrylamideLSiLCcmditions denaturantes, et 

- en identifiant le polypeptide candidat comme etant un polypeptide 
KARAP selon Tinvention comme d-dessus decrit. 
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LXSTE DE SEQUENCES 

(1} XMFOFMATICNS GENE RAXES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: I. N. S. E. R M. 

( E) HJE: 101, rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARES CEDEX 13 

(E) PAYS: FRANCE 

{F) CODE POST;^i: 75654 

(ii) TITKE DE L' INVENTION: NOUVEAUX POLYPEPTIDES ASSOCIES A DES 
FECEPTEURS ACTIVATEURS ET LEU RS APPLICATIONS HEOLOGIQUES 

(iii) NCMBFE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FOFME DECHIFFRABLE PAR O RDINATEU R 
(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 
{ B) ORDINATEUR I Bl PC compatible 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DO S/MS- DO S 

(D) LOGICIEL: PatentTn Release #1.0, Version #1.30 (OE B) 



(2) INFOFMATIONS POUR LA SSQ loT NO: 1: 

(i) CARACTERISIIQUES DE Z& SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR 5LT paixes de bases 
( B) TYPE: nucleotrt.rff* 

(C) NOMBRE DE double 

(D) CONFIGURATIOr^ lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AUEfe 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANia^E: Mus urosculus 
( B) SOUCHE: 057 31/60- 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

(A) Bt a.IOTHEQUEi aoares mouse 3NME12 5* 
( B) CLONE: 671865 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GGTCACACCA GGTCCCACCA GCCCCTGGAC TGTGGTGTCC AGTGCATATC TGGCCACCAT 60 

GGGGCTCTGG AGCCTCCTGG TGCCTTCTGT TCCTTCCTGT CCTCCTGACT GTGGGAGGAT 120 

TAAGTCCCGT ACAGGCCCAG AGTGACACTT TCCCAAGATG CGACTGTTCT TCCGTGAGCC 180 

CTGGTGTACT GTCTGGGATT CTTCrGGGrC ACTTGGTGTT GACTCTGCTG ATTGCCCTGG 240 

CTGTGTACTC TCTGGGCCGC CTGGTCTCCC GAGGTCAAGG GACAGCGGAA GGGACCCGGA 300 

AACAACACAT TGCTGAGACT GAGTCGCCTT ATCAGGAGCT TCAGGGTCAG AGACATGAAG 360 

TATACAGTGA CCTCAACACA CAGAGGCAAT ATTACAGATG AGCCCACTCT ATGCCCATCA 420 

GCGGCCTGAT GCCCGGATCC GGTCATTCCA GATGCCTACT CAACAAGCCC TCTCTGAGAT 480 

CAGGACTCCC GTTGGAATAC AGATCCACAG GGTACCT 517 
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:3} INFOrMATICNS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(1) CA^CTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 87 acides amines 
( B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BFaNS: 

( D) CONFIGURATION: non-connue 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 



(vii) SOURCE IMMEDIATE; 

{ B) CLONE: KARAP souris 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Gin Ser Asp Thr Phe Pro Arg Cys Asp Cys Ser Ser Val Ser Pro Gly 
15 10 15 

Val Leu Ser Gly He Val Leu Gly Asp Leu Val Leu Thr Leu Leu He 
20 25 30 

ALla Leu Ala Val Tyr Ser Leu Gly Arg Leu Val Ser Arg Gly Gin Gly 
35 40 45 

Thr Ala Glu Gly Thr Arg Lys Gin His lie Ala Glu Thr Glu Ser Pro 
50 55 60 

Tyr Gin Glu Leu Gin Gly Gin Arg His Glu Val Tyr Ser Asp Leu Asn 
65 70 75 80 

Thr Gin Arg Gin Tyr Tyr Arg 
85 

(4) INFOFMATIONS POU R LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERrSTZQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 16 acides amines 
( B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: non connue 



(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

( B) CLONE: KARAP souris partie ext racytoplasmique 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

Gin Ser Asp Thr Phe Pro Arg Cys Asp Cys Ser Ser Val Ser Pro Gly 
15 10 15 
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(5) INFOFMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CA FACTE RISTI QUE S DE LA SEQUENCE; 
(A) LONGUEUR 24 acides amines 
( B) TYPE: acide amine 
(C) NCMBPE DE BRINS 
{D) CONFIGURATION: non connue 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

{ E) CLONE: KARAP souris partie transmembranaire 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Val Leu Ser Gly lie Val Leu Gly Asp Leu Val Leu Thr Leu Leu lie 
15 10 15 

Ala Leu Ala Val Tyr Ser Leu Gly 
20 

(5) INFO FMATXGNS FOUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERT STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR 4 6 acides amines 
( 3 TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: 

(D) CONFIGURATION: non connue 

(ii) type: DET MOLECULE: peptide 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 

( E) CLONE: KARAP souris partie intracytoplasmxque 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

A^rg Leu Val Ser Arg Gly Gin Gly Thr Ala Glu Gly Thr Arg Lys Gin His 
15 10 15 

lie Ada Glu Thr Glu Ser Pro Tyr Gin Glu Leu Gin Gly Gin Arg His Glu 
20 25 30 

Val Tyr Ser Asp Leu Asn Thr Gin Arg Gin Tyr Tyr Arg 
35 40 45 



REVENDICATION 

1. Polypeptide caracterise en ce que sa sequence en acides amines est 
5 essentieUement constituee par la SEQ ED n°2. 
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aiiti-CD3 anti-CDl6 
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anti-CDl58 anti-CDl58 anti-CDlSS 

(poO.l. EB6) (p50.2, GL183) (p50.3, P.\X250) 
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Intcnsitc de fluorescence 



Figure lA 
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Figure 1 B 
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Figure 2 A, B 
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Figure 3 A, B, C 
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anti-CD158 IP 
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Figure 7 



1 ggtcacacca ggtcccacca gcccctggac tgtggtgtcc agtgcatatc tggccaccat 
61 ggggctctgg agcctcctgg tgccttctgt tccttcctgt cctcctgact gtgggaggat 
121 taagtcccgt acaggcccag agtgacactt tcccaagatg cgactgttct tccgtgagcc 
181 ctggtgtact gtctgggatt gttctgggtg acttggtgtt gactctgctg attgccctgg 
241 ctgtgtactc tctgggccgc ctggtctccc gaggtcaagg gacagcggaa gggacccgga 
301 aacaacacat tgctgagact gagtcgcctt atcaggagct tcagggtcag agacatgaag 
361 tatacagtga cctcaacaca cagaggcaat attacagatg agcccactct atgcccatca 
421 gcggcctgat gcccggatcc ggtcattcca gatgcctact caacaagccc tctctgagat 
481 caggactccc gttggaatac agatccacag ggtacct 
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Figure 8 

1/1 

cag agt gac act: ttc cca aga tgc gac tgt 
Q SDTFP RCDC 
61/21 

atr gtt ctg ggt gac ttg gtg ttg act ctg 

IVLGDLVLTL 

121/41 

cgc ctg gtc tec cga ggt caa ggg aca gcg 

RLVSRGQGTA 

181/61 

act gag teg cct tat cag gag ctt cag ggt 

TESPYQELQG 

241/81 

aca cag agg caa tat tac aga 
T Q R Q Y Y R 



31/11 

tct tec gtg age cct ggt gta ctg tet ggg 

SSVSPGVLSG 
91/31 

ctg att gee ctg get gtg tac tct ctg ggc 
LIALAVY SLG 
151/51 

gaa ggg acc egg aaa caa cac att get gag 
EGT RKQHIAE 
211/71 

cag aga cat gaa gta tac agt gac etc aac 
QRHEVYSDLN 
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Fignre 9 





Les polypeptides a ITAM 


CD3^1 


YneLnlgrree-YdvL 




YneLqkdkmaeaYs el 


CD3i;3 


YqgLs tatkdt-YdaL 


CD3y 


YqpLkdreddq-Ys hL 


CD35 


YqpLrdrddaq-Ys hL 


CD3e 


Yeplrkgqrdl-Ys gL 


Icrct ( CD7 9a^ 


X eu X s rg iqgii — i qa v 


IgP (CD7 9b) 


YegLdi dqtat-Yedl 


FcERIy 


YtgLdtrnqet-Yetl- 


FceRIp 


YeeLni ys at — Ys eL 


KARAP 


YqeLqgqrhev- Ys dl* 


Cons ens us 


Y— L y— L 
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